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Riassunto 
La struttura genetica del polichete Hediste diversicolor del Mediterraneo occidentale è stata studiata utilizzando come 
marcatori genetici gli ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Sono stati raccolti 30 individui in ciascuna delle seguenti 
località: Stagno di Calich (Sardegna N-O), Baia di Figari (Corsica S-O), Migliacciaru (Corsica E), Fiume Morto (Toscana N-
O) e Coltano (Toscana N-O). L’MDS applicato alla matrice delle distanze genetiche individuali ha mostrato elevata diversità 
tra gli individui, ma non ha messo in evidenza alcuna sottostrutturazione genetica. Il primo segnale della divergenza genetica 
tra le popolazioni è dato dal fatto che il 37% del numero totale di bande rilevato è costituito da bande private, cioè esclusive di 
una popolazione. La varianza genetica, analizzata mediante AMOVA, è risultata equamente ripartita nelle componenti intra- e 
inter-popolazione (rispettivamente 46.9% e 53.1%). La Φ-statistica ha evidenziato la divergenza genetica tra le popolazioni 
(ΦST = 0.469, p<0.001). La notevole divergenza genetica tra le popolazioni di H. diversicolor è determinata in primo luogo 
dalla frammentazione naturale dell’habitat che produce isolamento con virtuale assenza di flusso genico tra le popolazioni, 
avendo la specie un limitato potenziale per la dispersione. © 2004 SItE. All rights reserved 
 
Parole chiave: Hediste diversicolor, variabilità genetica, DNA, ISSR, AMOVA, potenziale dispersivo, differenziazione tra popolazioni  
——— 
* Autore per la corrispondenza. Tel: +39-050-2219006; Fax: +39-050-49694; e-mail: maltagli@discat.unipi.it. 
1. Introduzione 
Gli ambienti salmastri sono sistemi discontinui, 
separati sia da barriere fisiche che da confini 
ecofisiologici (Cognetti e Maltagliati, 2000). La 
frammentazione e l’isolamento di questi habitat 
determinano la strutturazione genetica delle specie, 
aumentando gli effetti di processi microevolutivi 
quali flusso genico, deriva genetica e selezione 
naturale (Cognetti e Maltagliati, 2000; Bilton, 2002). 
Nel presente lavoro è stata analizzata la struttura 
genetica del polichete Hediste diversicolor (O. F. 
Müller, 1776), (Nereididae), specie che presenta 
un’ampia distribuzione geografica, essendo diffusa 
lungo le coste le coste atlantiche del Nord America e 
dell’Europa, del Mare del Nord, del Mar Baltico, del 
Mediterraneo e del Mar Nero (Chambers & Garwood, 
1992). La specie, che è tipica degli habitat salmastri, 
è gonocorica, semelpara con un ciclo biologico che 
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può durare da uno a tre anni; è caratterizzata da 
un’ampia tolleranza ecologica, può infatti sopportare 
variazioni estreme di salinità, di temperatura e di 
concentrazione dell’ossigeno disciolto (Scaps, 2002). 
Le capacità dispersive della specie sono limitate dalla 
scarsa mobilità degli adulti e dall’assenza di stadi 
larvali pelagici. Le uova sono fecondate all’interno 
della galleria materna; inoltre uova, larve e postlarve 
sono incubate all’interno di questa fino alla morte 
della femmina (Scaps, 2002). Le postlarve ad habitus 
bentonico, appena emerse dalla galleria materna, 
iniziano la ricerca del territorio dove scavare la 
propria galleria (Marty e Retiere, 1999). Dato il suo 
ridotto potenziale per la dispersione che favorisce la 
diversità genetica, H. diversicolor rappresenta un 
utile modello per lo studio della variabilità genetica 
intra- e inter-popolazionale e dei fattori che possono 
agire su di essa.  
Lo scopo del presente lavoro è stato quello di 
analizzare la diversità genetica della specie nel 
Mediterraneo occidentale valutando la 
differenziazione genetica tra le popolazioni 
investigate. È stata valutata inoltre la presenza di 
sottostrutturazione genetica all’interno delle singole 
popolazioni. Per analizzare la variabilità genetica 
sono stati utilizzati i marcatori molecolari ISSR 
(Inter-Simple Sequence Repeats). La tecnica consiste 
nell’amplificazione di regioni genomiche comprese 
tra sequenze di DNA microsatellite ripetute e 
invertite (Zietckievicz et al., 1994). 
2. Materiali e metodi 
I campioni di H. diversicolor utilizzati nel 
presente lavoro sono stati raccolti nei seguenti biotopi 
salmastri mediterranei nell’estate del 2002: 1) Fiume 
Morto (FMO, Toscana nord-occidentale: 43°44’N, 
10°16’E), 2) Coltano (COL, Toscana nord-
occidentale: 43°40’N, 10°22’E), 3) Migliacciaru 
(MIG, Corsica orientale: 42°0’N, 9°22’E), 4) baia di 
Figari (FIG, Corsica sud-occidentale: 41°29’N, 
9°04’E), e 5) stagno di Calich (CAL, Sardegna nord-










Il DNA genomico è stato estratto dai parapodi 
degli individui conservati in etanolo assoluto a 4 °C 
utilizzando il QIAGEN® DNeasy Tissue kit (QIAGEN 
Inc., Valencia, California). Le amplificazioni sono 
state condotte seguendo questo protocollo: per 
ciascuna reazione sono stati utilizzati circa 3 µl di 
DNA genomico, 2.5 µl tampone di reazione 1x, 
MgCl2 2.5 µl, dNTP 2 µl, primer 1 µl e 0.1 µl di Taq 
DNA polimerasi, per un volume finale della 
soluzione pari a 25 µl. Le amplificazioni sono state 
eseguite utilizzando il seguente profilo di 
amplificazione:   94 °C  per  3  minuti;  45  cicli  da 
94 °C per 40 secondi, 55 °C per 45 secondi, 72 °C 
per 100 secondi; 72 °C per 5 minuti. I profili 
elettroforetici ottenuti su gel di agarosio al 2% sono 
stati analizzati in termini di presenza/assenza di 
bande; i primer ISSR che hanno determinato tali 
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Tabella 1.  Sigle e sequenze dei primer, numero di bande 
polimorfiche per primer e intervallo del peso molecolare espresso 
in paia di basi (pb). 
 
 
Le analisi statistiche sono state condotte 
utilizzando i programmi AMOVAPREP (Miller, 
1998) e WINAMOVA 1.55 (Excoffier et al., 1992).  
Le relazioni gerarchiche sono state stimate per 
mezzo dell’analisi della varianza molecolare 
(AMOVA). Sono state prese in considerazione le 
seguenti componenti della variabilità genetica totale: 
1) fra popolazioni e 3) all’interno delle popolazioni. 
Per tale analisi sono stati utilizzati i programmi. I 
livelli di significatività sono stati calcolati utilizzando 
un test di permutazione; una distribuzione nulla è 
stata ottenuta assegnando ciascun individuo a 
popolazioni scelte a caso e la varianza delle 
componenti è stata stimata attraverso 10000 
permutazioni. In tal modo è eliminata l’assunzione 
normalmente necessaria per l’analisi della varianza, 
ma che è inappropriata per i dati molecolari 
(Excoffier et al., 1992). 
L’ipotesi di sottostrutturazione genetica delle 
popolazioni è stata valutata mediante multi-
dimensional scaling non-metrico (MDS) usando il 
programma STATISTICA 5.1 (StatSoft, 1997). I 
coefficienti di relazione (relatedness) tra ciascuna 
coppia di individui sono stati calcolati applicando il 
metodo descritto da Lynch e Milligan (1994). Il 
complementare a 1 del coefficiente di relazione è 










UBC 809 (Ag)8g 16 600 - 1050 
UBC 811 (gA)8C 16 <800 –2642 
UBC 827 (AC)8g 22 500 ->2642 
SAS 1 (gTg)4gC 6 >200 - 800 
SAS 3 (gAg)4gC 8 700 – 1500 
3. Risultati e discussione 
I risultati del presente lavoro condotto con 
marcatori genetici ipervariabili come gli ISSR sono 
in accordo con quelli ottenuti da Grant et al. (1989), 
Hateley et al. (1992), Abbiati e Maltagliati (1996), 
Breton et al. (2003) e Virgilio e Abbiati (2004) che 
hanno messo in evidenza un differenziamento 
genetico significativo fra le popolazioni, a fronte di 
una bassa variabilità genetica all’interno di esse. 
Nel presente lavoro il primo segnale che indica la 
presenza di differenziamento genetico tra le 
popolazioni è stato dato dall’elevata percentuale di 
bande private, cioè esclusive di una popolazione, 
rispetto a quelle totali (37%). L’analisi della varianza 
molecolare (AMOVA) ha evidenziato che la 
variabilità osservata è equamente ripartita nelle 
componenti intra-popolazione e inter-popolazione 
(rispettivamente 53% e 47%) (Tab. 2). Inoltre, La 
marcata divergenza genetica tra le popolazioni è stata 
evidenziata dal valore dell’indice di divergenza 
molecolare ΦST, che è risultato altamente 
significativo al test di permutazione con 10000 
repliche (Tab. 2). 
 
Tabella 2. Risultati dell’analisi della varianza molecolare (AMOVA). La significatività dell’indice di differenziamento molecolare (ΦST) è 
stata calcolata mediante test di permutazione con 10000 repliche. 
 
Sorgente di variazione g.l. MS Componente della varianza 
Percentuale 
di varianza Φ-statistica P 
Tra le popolazioni 4 120.75 3.9031814 46.92 
All’interno delle popolazioni 144 4.416 4.4158126 53.08 
ΦST =0.469  <0.0001  
Una simile strutturazione genetica di H. 
diversicolor, riscontrata in altri studi su questa specie 
ed in altri nereididi quali Neanthes succinea (Abbiati 
e Maltagliati, 1992) e Hediste japonica (Sato e 
Masuda, 1997) è generalmente spiegata con il 
limitato potenziale per la dispersione di queste specie. 
Inoltre, la marcata strutturazione genetica in 
popolazioni di H. diversicolor è stata messa in 
relazione ai differenti regimi di selezione in regimi 
ambientali differenti (Abbiati e Maltagliati, 1996). 
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Infatti è stato ipotizzato che in habitat discontinui 
forze microevolutive quali la deriva genetica o 
pressioni selettive locali possono favorire il 
differenziamento genetico fra le popolazioni su 
diverse scale spaziali (Cognetti e Maltagliati 2000; 
Bilton et al., 2002; Mariani et al., 2002). 
Per alcune specie salmastre è stata riscontrata 
elevata strutturazione genetica nelle popolazioni 
all’interno dello stesso biotopo e tra biotopi adiacenti; 
questa può essere la conseguenza della deriva 
genetica, dell’inincrocio, o della selezione (Bilton et 
al., 2002). In H. diversicolor alcuni autori hanno 
riportato l’esistenza di tipi genetici presenti in 
parapatria o simpatria (Röhner et al., 1997), oppure la 
strutturazione genetica in sottopopolazioni dovuta 
alla selezione di determinati genotipi a causa dalla 
presenza di un forte gradiente di inquinamento, 
(Virgilio et al., 2003). Nel presente lavoro l’MDS 
(multidimensional scaling), condotto sulla base delle 
matrici delle distanze genetiche individuali (calcolate 
utilizzando il valore complementare a 1 del 
coefficiente di relazione genetica), non ha 
evidenziato la presenza di sottostrutturazione 
genetica nelle popolazioni (Fig. 2). Da rilevare che i 
relativamente elevati valori degli indici di stress 
rendono questa analisi puramente indicativa. Questo 
risultato è in accordo con l’ipotesi che H. diversicolor 
è in grado di disperdersi all’interno dei singoli biotopi 
(Hateley et al., 1992).  
4. Conclusioni 
I marcatori ISSR, utilizzati per la prima volta in H. 
diversicolor si sono rivelati uno strumento veloce, 
pratico e affidabile per l’analisi della diversità 
genetica in questa specie. 
L’elevato differenziamento genetico riscontrato tra 
le popolazioni di H. diversicolor utilizzate in questo 
studio può essere la conseguenza dell’azione di due 
fattori principali: 1) la frammentazione naturale 
dell’habitat e 2) il ridotto potenziale dispersivo della 
specie. Entrambi contribuiscono a limitare fortemente 
o, addirittura, ad annullare il flusso genico tra le 
popolazioni, favorendo così differenziazione per 
deriva genetica. Le popolazioni analizzate nel 
presente studio non appaiono geneticamente 
strutturate al loro interno, probailmente per l’assenza 
di forti gradienti di stress ambientale. 
 
CALICH BAIA DI FIGARI 
Stress=0.164 Stress=0.116 
MIGLIACCIARU FIUME MORTO 
Stress=0.211 Stress=0.197 
COLTANO 
Figura 2. Grafici multidimensional scaling
degli individui di ciascuna popolazione. Le
matrici sono state costruite utilizzando il
valore complementare al coefficiente
relazione (relatedness) genetica (1-r) 
Stress=0.219 
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